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g Motoneuron-Erkrankung
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Motoneuron-Erkrankungen

 Amyotrophe L ateralsklerose oder Lou Gehrig's Krankheit
schadigt sowohl die oberen als auch unteren M otoneur onen
— Genetische und Umweltfaktoren

* Polie betrifft die unteren M otoneuronen und wird ausgel Ost
durch den Polio-Virus

» Spinale Muskelatrophie (SMA) schadigt die oberen
M otoneuronen —eine, diein mehreren Symptomen der Lou
Gehrig'sKrankheit ahnelt ist das K ennedy-Syndrom oder
die X-linked Spinobulbare M uskelatrophie (SBMA)
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Die Anatomie der Motoneuronen ist ganz besonder s:
Das sehr lange Axon erreicht 10.000 mal die L ange seines Zellkor pers




A,

BUCK

INSTITUTE




-4 Entdeckung Kennedy-Syndrom
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* William R. Kennedy
— Neurologe an der Universitat
von Minnesota

e 1964 wurde George B. an
Kennedy verwiesen
—mit Verdacht auf ALS

e Bal ALStritt Verlust der oberen
und unteren M otoneur onen auf
— Geor ge hatte nur Symptome,

die auf den Verlust der oberen
Neur onen hinwiesen

» Fortschreitende Schwache und
Zucken der Muskeln




-4 Symptome beim Kennedy-Syndrom
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EFFEKTE DER MOTONEURON-DEGENERATION
e Muskelschwache und —verlust

o Schluckbeschweren —bulbare Muskeln/Hirnstamm

« Sprachfehlfunktion

» Wackelige Muskeln

e Muskelzittern
* Fehlende Reflexe

EFFEKTE DER FEHLREGULIERUNG DER MANNL. HORMONE
e Vergroferte Brust

e Geringe Anzahl von Spermien

o Geschrumpfte Hoden
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14 K ennedy-Syndrom
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Poly-Q-Einfligung

| 'V

Androgen Receptor

« SBMA wird verursacht durch eine Poly-Q-Verlangerung
(CAG-Verlangerung am N-Ende des

e Erweiterungen auf tber 36 — 38 CAG-Wieder holungen I6sen
SBMA aus.

 HOhere Verlangerungen fuhren zu einem fruheren
Ausbruch der Krankheit

Al La Spada and Kenneth Fischbeck, 1991




ﬁfﬁ“ Polyglutamin Neurodegenerative Funktionsstorungen
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. . | . GENES

» Mindestens 8 sind inzwischen T~ . i
bekannt (HD, DRPLA, SCA-1, 2, s\ Eﬂﬂﬂueﬂm
3,7,17und SBMA) S

* DRPLA ist Uberwiegend wie HD. CTG-837

ATROPHIN-1

 Betroffene Gehirnregionen
einschliefldlich Hirnrinde,

Basalganglien, Hirnstamm, . ATAXIN-3
Kleinhirn und Rickenmark :
(Vorderhorn)

. . . 1 ATAXIN-1
* Die Genevereint keine Homologie

auf3er der Poly-Q-Wiederholungen —Lk

« Der Androgenrezeptor ist ein : ANDROGEN RECEFTOR
DNA-anbindender -

Transkriptionsfaktor
Ross, Neuron 1995




14 Androgenrezeptor-Aktion
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(1) Steroid bindet an Rezeptor

(2) LOst Hitzeschock-Proteine
(3) Konfor mativer Ubergang
(4) Phosphorylierung

(5) Dimerisierung

(6) Bindung an die DNA

(7) Weitere Phosphorylierung

(8) Aktivierung der
Transkription




-4 Kennedy-Syndrom —Funktionsgewinn
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* Funktionsverlust
Mutationen im AR bea Patienten ver urscht Verweiblichng
aber keinen Verlust von M otoneur onen.

Die Erweiterung der Polyglutamin-Repeats hat keinen

Einfluss auf die Hormonbindung und verringert die
Fahigket, Gene zu transaktivieren, nur wenig

Tellweiser Funktionsverlust — Gynakomastie
vorrangig Funktionsgewinn
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g Ross Neuron 2002
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Mausmodelle der SBMA

e Kennedy Syndrom — Spinobulbare Muskelatrophie
(SBMA)

e Mausmoddle dar SBMA

e Transkriptionale Regulationsstorung -
M otoneur onver lust

e Rolle des Testoster ons bet SMBA

e Eiwa3abbau und transkriptionale
Regulationsstorung
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B Menschliches AR exprimiert ins Ruckenmark von YACs
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* Anmerkung:

YACs = yeast artificial chromosomes = kiinstliche Hefe-Chromosomen
YAC und Expression siehe Fachbegriffe




W SBMA-Mausmoddl. das die Krankheit nachbildet
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M otoneuronver|ust

e Kennedy Syndrom — Spinobulbare Muskelatrophie
(SBMA)

e Mausmoddle dar SBMA

e Transkriptionale Regulationsstorung -
M otoneur onverlust

e Rolle des Testoster ons bet SMBA

e Eiwa3abbau und transkriptionale
Regulationsstorung




Transkriptionale Fehlregulierung - SBMA Nerventoxizitat

SPINAL MOTOR NEURON
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W94  Transkriptionsstudien bei Poly-O-K rankheitsmodellen
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Steffan... Thompson: CBP und p53-Fliegen Modelle

Paulson: CBP

McCambell...Fischbeck: CBP

Wyttenbach...Rubinsztein: CBP

Nucifora...Ross: CBP/CREB-HD und DRPLA Tg

Shimohata... Tsuji: TAF 130

Li: Spl

Dunah...Krainc: TAF 130 und Sp1l - tber |6sbare I nteraktionen?

Anm.: CBP = Creb Binding Protein (Transkriptionsregulator)




g CBP und Neuronale Signalisierung
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« CBP wird aktiviert duch das von der SR
Zéelloberflache des cAMP (Cyclisches “**“*Lv Rt
A_denqsi_nmonophosphat) abhangige —
Signalisieren

T cell
el Tembrane
Gycase, :

et

VG protein

Andere signalisierende Nervenbahnen
konvergieren auch mit CBP

CBP aktiviert Gene-Transkription,
teilweise durch HAT-Aktivitét (Histone
Acetyl Transferase)

MNuclzar
mEmDorane

CBP-vermittelte Transkription ist wichtiges
nervliches Uberleben

CBP ist einbezogen in die Aktivierung Fy13 Fal |
eines Transkriptionsfaktors bekannt as . 4 o

lal | pti CRE TAT
»,nypoxia induced transcription factor”

(HIF1-a)-Motoneuronen

TRENDS N [EEMBs




W  AR-Po yQ-abhangige Bindung von CBP
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pcDNA3 AR12 AR112
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|
Motoneuron bl
Zellkulturmodell ~ tnput M antioar n-2o

-

1 3.0 AR112 / AR12 (-DHT)
1 30 AR112/AR12 (+DHT)

YAC SMBA Modell NTg AR20 AR100

0.6 1.3 1.9 AR /CBP




ﬁﬁ VEGF* schitzt mutierten Androgenrezeptor vor Nerventod

INSTITUTE

AR112 - unbehandelt
# 25ng/uL VEGF164
%8 5.0ng/uL VEGF164
#= 10 ng/ulL VEGF164
¥ 20 ng/ulL VEGF164

pPpcDNA3 AR12 AR112

*VEGF = vaskulo-endothelialer Wachstumsfaktor




B’[;E'K' CBP stellt VEGF 164 Spiegel wieder her, deutet eine kritische Rolle an
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CBP rettet mutierten Androgenrezeptor vor Nerventod




V EGF und Motoneuron-Uberleben

o VEGF-Rezeptor-knockout wirkt embryonal todlich...

» VEGF notig zum Motoneuron-Uberleben
- Ooshuyse et al 2001 Nature Genet. 28, 131-138
Entferntes ,, Hypoxia-response-Element* (HRE) vom VEGF
Promoter
= ALS ahnlicher Phenotyp mit 30% Reduktion des VEGF-
Niveaus im Ruckenmark

CBP Co-Aktivator des ,, Hypoxieinduzierbaren Faktor-1*
(HIF-1), der den Wachstumsfaktor reguliert

o Test der Hypothese polyQ-AR interferiert mit CBP Aktion auf
HIF-1 und VEGF Niveau im Rickenmark




e VEGF 164 Spiegel verandert sich in YAC SBMA TG Mausen
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BUCK Einfluss des VEGF 164 Spiegels auf Motoneuronen
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BUCK SBMA - Transkriptionale Fehlregulierung
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spinal motor neurons

Transcription ."V E(’:‘I.F.
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neurodegeneration




m Role of VEGF in Neuroprotection-Motor Neurons
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Beseitigung des HRE (hypoxia-response element) vom VEGF Promoter
erzeugt AL S-&hnliche Syndrome.

Kreuzung dieser Mause mit fALS Mausen SOD1G93A forciert
Phanotyp.

Variationen in der menschlichen VEGF Promoter/L eader Sequenz, die
assozilert ist mit verringertem Niveau an zirkulierendem VEGF,
tbertragen auch ein erhohtes Risiko von ALS.

VEGF verringert Glutamat-Ubererregungsgiftigkeit und die Produktion
freler Radikale.

VEGF-V erbindung zu Motonerronerkrankungen im Allgemeinen liefert
Aussichten auf neue mechanistische Einblicke und Behandlungen von
M otoneuronerkrankungen. S

[Soma) - ) =
Dendrites “,a" Fresynaptic

Funktionsmechanismus unbekannt .. peEs= Mode of Ramder S
trophische (gewebsernahrende) s b i
Unterstlitzung von Motoneuronen?




e Kennedy Syndrom — Spinobulbare Muskelatrophie
(SBMA)

e Mausmoddle dar SBMA

e Transkriptionale Regulationsstorung -
M otoneur onver lust

e Rolle des Testoster ons bet SMBA

e Eiwa3abbau und transkriptionale
Regulationsstorung




iﬁ K astration bewahrt vor dem Kennedy Syndrom
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Gen Sobue Neuron 35, 843-854,
2002.

Leuprorelin

Body weight ()

Hormon, das Freisetzung des
L uteinisierenden Hormons
verhindert = (LH-RH)-Agonist*

verringert Androgen-Niveausin den
Hoden

M edikamentdse K astration

Verhindert nukleare Transl okation
des AR

* RH = releasing hormone
LH ist fir Testosteronbildung erforderlich
LH-RH-Agonist verhindert dies




e Kennedy Syndrom — Spinobulbare Muskelatrophie
(SBMA)

e Mausmoddle dar SBMA

e Transkriptionale Regulationsstorung -
M otoneur onver lust

e Rolle des Testoster ons bet SMBA

* Eiwelf3abbau und transkriptionale
Regulationsstorung




A,

BUCK

INSTITUTE




iﬁ Beweis flir die Rolle der EiweiRspaltung in Y AC100
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Verstummelte Fragment gefunden im obduzierten SMBA -
Gewebe.

Generation vom transgenen Modellen unter Verwendung von
endogenem menschlichen AR

Promoter und erstes Exon des AR — schneller Krankheitsverlauf.
AR Modelle mit voller Lange: langsamer Verlauf.

Caspasen spalten Androgenezeptor.

Gleichartige Wirkung bel allen polyQ-Erkrankungen.

Testosteron verursacht einen polyQ-abhangigen Anstieg der
Eiwel [3spaltung.




BUCK Bewels fUr die Rolle der EiweiR3spaltung in Y AC100
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;ﬁi Eiwei3abbau des Androgenrezeptors
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Caspase site

ANDROGENREZEPTOR DEEDS
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ﬁ:‘ Androgenrezeptor wird durch Caspasen* gespalten
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caspase-3

| =— 100 kD4
| <— 90kD2
| =— 80 kD5

* Siehe Fachbegriffe
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Caspase-resistente AR verringert Zellgiftigkeit
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Aggregatbildung in SBMA AR

AR12 D146N AR50 D146N
+TAM +TAM




m Caspase-resistente AR — Transkriptionale Fehlsteuerung
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:ﬁ": Generation von transgenen SBMA-Mausmodel len
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AR12

AR112

AR112 D146N
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e PolyQ-Erweterung in AR verandert Lokalisierung von CBP
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iﬁ FL AR Komplex mit CBP, p53 und CASPASE-6
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AR12 AR112

DHT| - - ]
MEK1/2 inhibitor - - - -

Anti-CBP

bt hemd 4 ART12
ANIARy ) e——TREEE] < Ari)

4 AR112 Fragment

Anti-p53

Anti-caspase-6

Anti-CBP

Anti-AR ' <4 AR112
€ AR112 Fragment

Anti-p53

Anti-caspase-b




-4 Zusammenfassung
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1) SBMA ist eine Motoneuron-Krankheit
- Testosteron spielt eine kritische Rollein der
Krankheitsgeschichte und Progression

2) SBMA Behandlung
Androgen-blockierende M edikamente werden in der
Behandlung von Prostatakr ebs eingeset zt
VEGF (“growth factors’), sind fuir das Uberleben der
M otoneuronen unerlasslich

Protease-Hemmer blockieren die Produktion giftiger
Fragmente

3) DasVEGF Niveau spielt eine wichtige Rolle in
M otoneur on-Krankheliten wiefALS und SBMA
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